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はじめに
著者らは酵母細胞壁溶解醇素を生産する有用株として
Streptomycesαrgenteolus 042およびStreptomyces
hygroscopicus 202を分離し1)2) 乙れらの菌株の酵素
生産能を低下させないように保存するため種々の方法を
試みた。 その結果，斜面培養あるいは胞子けん濁液を
冷蔵保存する方法と ，50%グリセリンにけん濁した胞子
を-200Cまたは液体窒索中で凍結保存する方法が有効で
あった。保存開始後6年を経過したので，再度保存菌株
の酵素生産能を調べた。その間K，液体窒索中の菌は-
800Cのディープ・フリーザー中に移管されたが， 40Cの
低温室に保存中の歯は， 一時室温までJ車内の温度が上昇
するという不慮の事故にあったので，これらの点も配慮
の上，保存方法について考察した。
実験方法
まず，保存菌株の生存を篠かめるために，2 fiI!の組成
の斜面培地(a田酵母寒天培地 b:チロシン培地)3) 
に接種し， 280C， 2 i週間培養し，生育の状態を 4段階(3 
: Vigorous aerial mycerium (AM)， 2 : Rich AM， 
1 : Few AM， 0 : No AM)に分けて表示した。つ
いで，乙れらの菌の溶解酵素生産能を測定するために，
1%乾燥酵母を含む液体培地(上記の酵母寒天培地の組
成より寒天を除いたもの)に接種して280C，48時間振と
う培養した。乙の 5mlを大豆粉培地(1 ~彰乾燥脱脂大豆
粉， 1労乾燥パン酵母， 0.2%K2 HP04， O.OI%Mg 
804・7H2 0， pH6.8一7.0)100ml中に移植して .
7日間仮とう培養した。経時的K，地盤上清液0.5mlを
採取し，濁度減少法2)により酵母溶解活性 (Lyticacti-
vity， L. A.)を測定し，次式により ，%で表わした。
Do-D， 
L.A. (%)=方7tX 100 
Do=酵素を加えない酵母けん濁液の吸光値
Dt=酵素を加えた僻母反応、液の吸光値
またL.A.と酵素液量との聞に比例関係が成り立つ範
閣内で測定したL.A.の l劣を l単位 (U)として ，
保存菌株の生産する段高活性単位を求めた。
実験結果ならびに考察
斜面崎地上での生育状態並びに液体培養中の僻素生産
能をま とめて表1及び表2と， 図 1K示した。その結果
は，次のように要約された。
1 ) St.argenteolus 042株について
a)菌の生育は胞子けん濁液または斜面上Z-養を， -20 
℃以下で凍結保存した場合と，凍結乾燥または真宅下で
水分を急速に蒸発させて乾燥 (L乾燥〉した胞子を 4
℃で冷蔵保存した場合のみ良好であった。
b)菌の酵素生定能は， ω労グリセリンけん濁胞子を-
200Cで冷凍保存ないしは液体窒索中で保存した場合と.凍
結乾燥した胞子を40Cで保存した場合が，もっとも高かっ
た。その溶解酵索活性(L.A.)は，前回測定した保
存7カ月後の備の82-100%を示し，保存5年 7カ月後
も菌の酵素生産能の高いことが明らかにされた。 ζの菌
の生産するし.A.は， !宮養液 1ml当り段高510単位で
あった。
2) s，ιhygroscopicus 202株について
菌の保存方法と保存後の菌の生育状態の聞には，上記
の042株の場合と同様の傾向が観察されたが，溶解酵素
の生産能は，菌の増殖の良い場合でも極めて低く ，乙の
菌の酵素生産能を維持させる乙とは042株の場合より困
難であると判断された。それらのうち，溶解静素の生産
がもっとも良好だったのは，寒天斜面t音養を -200Cで保
存した菌の場合のみで，保存 1カ月後の酵素生産能の88
%を保持していた。そのときの宿養液 1ml当りのL.A. 
????、
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Preservation 
Table 1 Maximum Iytic activity produced by strain 042 after preservation of 5 years 7 months 
Growth 
Slant L.A. 
culture U 
Slant culture covered with 
liquid paraffin at 4・c
Spore suspension in distト
lled water stored at 4・c
Spore suspension in 0.12596 
Oxoid agar stored at 4'C 
Slant culture kept in a 
tyr.-agar* 
yeast-agar ** 
tyr.-agar 
担笠と盟主
tyr.-agar 
E笠主些E
tyr.-agar 
??
?
?????
? 。 ，
? 2. 6 
freezer at-20・C yeast-agar 3 125.0 
Spore suspension in 50% tyr.-agar 2 74.4 
glycerol stored at -20・C yeast-agar 2 258. 5 
Spore suspension in 50嶋 tyr.-agar 2 63.3 
sdycerol stored in liQuid N veast-af<ar 1 161. 0 
Freeze dried spore kept in tyr.-agar 2 69.2 
a cold room at 4'C veast-af<ar 2 164.0 
Liquid dried spore kept in a tyr.-agar 2 2.2 
cold room at 4'C yeast-agar 1 28.8 
After pr¥'l!'llrvation， the strain 202 was inoculated to tyrosine-agar medium * and yeast-agar 
medium本不respectively. 
Growth:3;Vigorous aerial mycelium(AM)， 
2;Rich AM， I;Fcw AM， O;No AM 
Preservation 
Table 2 Maximum Iytic activity produced by strain 202 after preservation of 5 years 1 month 
Growth 
L.A. 
Slant culture covered with 
liQuid paraffin 
Spore suspension in 0.125喝
Oxoid agar， storerl at 4・c
Slant culture kept in a 
Slant 
culture 
tyr.-agar本
** yeast-agar 
tyr. -agar 
yeast-agar 
tyr.-agar 
yeast-agar freezer at -20'C 
U 
??
? ?
っ ， ， ? ?
?
1.2 
0 
0 
0.8 
70. 2 
Spore suspension in 5096 tyr. -agar 3 4.8 
gIyc噌rolstored a t -20・C yeast-agar 2 24.0 
Spore suspension in 50% tyr.-agar 1 5.2 
gIyc哩rolstored in liquirl N yeasレagar 2 0.4 
After pre.f!.ervation， the strain 202 was inoculated to tyrosine-agar medium '"and yeast-agar 
medium不不respectively.
3;Vigorous aerial mycelium(AM)， 
2;Rich AM， I;Fcw AM， O;No AM 
は70単位であった。
放線箇は一般に抗生物質の生産菌として知られ，分離
した有用菌や，更にいろいろな方法を試みて育種した変
異菌の，生埋活性物質の活性維持については，丸山4)
浜田5)の報告がある。乙れによると ，菌の保存の常例的
手段として， 斜面寒天に分離1寺と同条件で継代し，パラ
フィンで密封し， -25.Cのディープ・フリーザーに保存
する直緩凍結法が用いられており，一方，その他の保存
法として，凍結乾燥法(分散媒は10%脱脂粉乳 Bacto
skim milk) 及ひ:20~彰Sucrose液に胞子または菌糸をけ
ん濁してー25.C!C凍結する方法を併用する乙とにより，
充分iζ機能保存ができる乙とを示している。 .また最近，
日下らは，凍結乾燥した放線菌Streptomycescitricolor 
IF013005が， 13年間， 8.Cで保存したのちも，高い
抗生物質生産能を保持していた6)乙と，またL乾燥した
敏線菌22搬のうち76.7-92.4%は， 8.Cで14年間保存後
(2 ) 
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Fig.l Production of lytic activity by Strep-
tomyces sp. 202 and 042 after storing for 
SlX years. 
A. B and C ; Strain 042. D and E ; Strain 
202 
A ; Lyophilized spore maintained at 4・c
B ; Spore suspended in 50% glycerol. stored in 
liquid nitrogen 
C : Slant culture maintained at -20・c
D ; Slant culture maintained at -20・c
E ; Spore suspended in 50% glyceroL stor唱din 
liquid nitrogen 
も.それらのザ咽性を総侍していたが，妓りの7.6-23.3
%は，その活字1:を維持できなかったりと線作している。
われわれが，従来，酵母溶解醇素生応能の維持のため
に縄々の方法を試みてきた結果を.乙れらの報告におけ
る機能保存のんー法と比較すると相尽にm草したJiのある
乙とが見いだせる。しかし，蘭株によ っては042株のよ
うに，残存力偵の高い株と.202株のように生産件.の低
下する株がある乙とも事'だである。従勺て，後者の場合，
適:ヨな生~培地を選んで培益するか. tJ1.胞子分離等で生
~~性を回復させる工夫が必要であると J7えられる。
前報3)において.042株は，流動パラフィンを歪附し
た斜面倍長ならびに，蒸留水やoxoid1¥f天JKにけん濁
した胞子を，それぞれ4.Cで保存した場合も，溶解酵#-
の生産性がよかったが，今rnlの実験では磁の生育が全く
認められなか勺た(表1)。乙れは保保 I~]Iζ庫内の楓l立
が室溜まで上昇 した事故によるかも知れないが，完全に
l遺の代謝活性を低下させる乙とのできない冷蔵保作は，
閣の機能維持のために適切ではないと判断された。しか
し，凍結乾織した歯は，同じ低温室lζ保存されていたに
もかかわらず，その酵~生産能はよ く維持されていた。
乙の乙とは，細胞内の自由水を除去し， 代謝機能を停止
させて保存したぬ合は.fm1交変化』ζ対する耐t'l:の高い乙
とを示すものとJ57えられた。み:1通は. )~質によって治解
隣家が誘導される2Lしたがって保釘後，;t.鮮母を合む
培地に擁種する乙とが必要であり，このl:.~f;のみ高い的
解酔AEの生産がみとめられたが，チロシンt;j地ではその
生庄は微弱であった(表1)0 lilul3)凍結乾燥した保μ
舗のM.t生産能か低かったのは，チロシンt布地{ζ移植し
た乙とによると他定された。 し乾燥法は，乙の閣の俳ぷ
生体計Eを維持するためにあまり適切でなかった(表 1)。
文 献
1 )江幡淳子.1(j[O万'i!.子，囚rflえりイー ，柴田潤子:4:
紀委.22. 15 (1974) 
2 )江幡淳子，姪聞いずみ，野河えりチ，安井由美本
紀要.29. 1 (1981) 
3) n:幡淳子，蛭凹いずみ，五: 佐知F.大橋由弥-(. 
森本佳代子:本紀要.32. 1 ( 1984 ) 
4 )丸山|専巳凍結及び乾燥研究会誌.28. 58 (1982) 
5 )浜旧 雅・凍結以び乾燥研究会誌.28. 63 (1982) 
'-6) Talki Kusaka IFO Res. Comm. 12. 101 
(1985) 
7) TailくiKusaka. Kuniko Sato and lsamu Asano 
: lFO Res. Comm. 12. 90 (1985) 
要 約
.l.:./[iらの分離した酵母細胞峨溶解酵ぷの強}Jなj三応的
2挿について. 6 {f.間保存した後の菌の生行状態およひ
酵J民生産能の保持状態を しらべた。
1 ) Streptomyces argenteolus 042の場合
a)本閣を-20.C以下iこ保存した場合，あるいは減給
乾燥またはし乾燥したのち，冷蔵保存した幼合.何れも
酵母~天t音地iζよく生育した。
b) 50~杉グリセリンけん極i胞子をー 20.Cまたは液体君主
索中に保存したとき，凍結乾燥した胞子を 4.Cで冷蔵保
存したとき溶解俳京生産ー能はもっともよく保存されてい
た。乙れらの保存幽の生産する溶解鮮索活性は. 5{f7 
カJ]間保存した後も前回測定した 7カ月保存後の活性の
82 100%を示した。
2) Streptomyces hygroscopicus 202の場合
本的の保存条件と僧殖とのIlHζは.042株の場合と共
通した関係が見出された。しかし，乙の薗は，生育がよ
い場合でも浴繭酵素の生産能が低い乙とがあったので.
乙の生周!機能を維持する乙とは，より難しいと考えられ
た。もっとも高く溶薗活性の生産能を維持していたのは，
寒天斜面培養をー20.Cで保存した場合のみで，その活性
(3 ) 
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は 1カ月保存後の80労を示した。
(昭和61年11月11日受理)
Summary 
Two species of Streptomycetes producing high Iytic enzyme activity were isolated and their survivability and ability 
to produce the enzyme were examined after storing for a certain period. 
1) Streptomyces argenteolus 042 
a)τ"he microorganism showed a vigorous growth only when it was stored below -20oC and when its spores were 
refrigerated after Iyophlizing or Iiquid drying in vacuo. 
b) The ability of the strain to produce Iytic enzyme was preserved most when the spores suspended in 50% glycerol 
were kept frozen at -20oC or stored in Iiquid nitrogen， and when Iyophylized spores were kept at 40C. In those cases， 
the lytic activity ranged from 82 to 100% of the values previously obtained from the same organism which had been 
stored for seven months. This c1early shows the ability to produce enzyme is stil high even after five years and seven 
months. 
2) Streptomyces hygroscopicus 202 
Similar relationships to the 042 strain were observed between the conditions of preservation and the growth of 
the organism. However， itwas concluded that in this case it is more difficult to maintain the enzyme producing ability 
of the organism， asthis ability was often low even when the organism was well-grown. The greatest Iytic activity was 
recorded only when the agar slant culture was stored at -20oC， whose value was 88% of the Iytic activity of a one-
month唱Idorganism. 
(4) 
